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摘要 
 
内 容 摘 要 
 
异柠檬酸脱氢酶 1(IDH1)第 132位精氨酸的突变高发于神经胶质瘤和急性髓
性白血病等多种癌症中。IDH1 突变后不仅丧失了原有的催化功能，更重要的是
获得了新的能力，即催化 NADPH 依赖性的还原反应，把-酮戊二酸（-KG）
还原成 2-羟基戊二酸（2-HG）。研究发现，由于 2-HG 与-KG 在结构上非常相
似，2-HG 会抑制-KG 依赖型的双加氧酶 TET2 的活性，进而导致 IDH1 突变细
胞中 DNA 甲基化水平的上升。 
在本项目中，我们发现了一种新的 2-HG 调控细胞内 DNA 甲基化水平的方
式——通过调节 DNA 甲基转移酶 DNMT1。我们发现表达 IDH1 R132 突变体的
细胞能强烈下调 RIP3 的表达并促进细胞逃避由 TNF-所诱导的程序性坏死。外
源的 2-HG 处理细胞能直接抑制 RIP3 的表达以及坏死的发生，说明该突变体对
RIP3 的抑制是通过引起 2-HG 的累积而实现的。进一步研究发现，2-HG 能够与 
DNMT1 直接相互作用，并促进 DNMT1 与 RIP3 启动子区域的结合，导致 RIP3
启动子上 DNA 甲基化水平的提升及 RIP3 表达量的下调，最终抑制细胞坏死的
发生。裸鼠成瘤实验显示，突变体的胚胎成纤维细胞更容易成瘤，而过表达 RIP3
在很大程度上削弱了其成瘤能力，证明 RIP3 参与了 IDH1 突变体的致癌过程。
临床胶质瘤标本的检测结果也表明该突变体能抑制 RIP3 的表达，进一步说明抑
制 RIP3 的表达可能是其引起肿瘤发生的主要原因之一。 
 
关键词： IDH1 R132 突变体；RIP3；细胞坏死；肿瘤
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英文摘要 
 
Abstract 
 
Mutations at the R132 residue of IDH1 were frequently found in various cancers like 
glioma and AML. These mutations not only deprive the ability of wildtype IDH1 to 
generate -ketoglutarate (-KG) from isocitrate, but also endow IDH1 
gain-of-function to converts -KG to 2-hydroxyglutarate (2-HG). Due to structural 
similarity between 2-HG and -KG, high level of intracellular 2-HG has been proven 
to competitively inhibit the activity of α-KG-dependent ten eleven translocation 
dioxygenases (TET2), and consequently lead to DNA hypermethylation in cells 
expressing mutant IDH1. Here we found that DNA methyltransferase 1 (DNMT1) is 
a new target of 2-HG. IDH1 R132 mutations strongly reduce protein level of RIP3 
and thus protected cells from necroptosis induced by TNF-. 2-HG treatment directly 
downregulated RIP3 expression, demonstrating that the inhibitory effect of IDH1 
mutant on RIP3 expression depends on 2-HG production. Further study reveal that 
2-HG bound to DNMT1 and stimulated its association with the RIP3 promoter, 
inducing hypermethylation that reduces RIP3 protein and consequently impaired 
RIP3-dependent necroptosis. Furthermore, ectopic expression of RIP3 in transformed 
IDH1-mutated MEF inhibited the growth of tumors derived from these cells 
following transplantation into nude mice, implying that RIP3 is involved in the 
initiation and development of tumors caused by IDH1 R132 mutations. Analysis of 
specimens from patients with gliomas shows that IDH1 R132 mutations do reduce 
protein level of RIP3. Taken together, our data suggest that the tumor promotion 
ability of IDH1 R132 mutations depends at least partially on its inhibitory effect on 
RIP3. 
Keywords: IDH1 R132 mutations; RIP3; necroptosis; tumor
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第一章 前言 
 
1.1 IDH1 R132 突变与肿瘤 
1.1.1 简介 
异柠檬酸脱氢酶（IDH）可催化底物异柠檬酸发生脱氢反应生成α -酮戊二
酸（α -ketoglutarate，α -KG），脱下的氢被 NAD ＋（ nicotinamide adenine 
dinucleotide）或 NADP＋（nicotinamide adenine dinucleotide phosphate）接收。该
酶因其在三羧酸循环中起重要作用而被人们所熟知。2008 年 10 月，美国约翰
霍普金斯大学的 Parsons 等科学家在《Science》杂志发表研究论文，发现恶性胶
质瘤中的异柠檬酸脱氢酶 1（isocitrate dehydrogenase 1, IDH1）发生突变，且绝
大多数突变为第 132 位的精氨酸变为组氨酸，即发生 R132H 突变 1。此发现引起
了科学家的广泛关注，多个实验室先后检测了大量的胶质瘤样品，结果均证实了
Parsons 等人的发现。研究表明 IDH1 R132H 突变主要发生 WHO II 级或 III级神
经胶质瘤中，突变频率高达 75%以上，且突变只发生在一个染色体上，形成杂合
子 2-7。IDH1 R132H 的高突变率也使得其成为潜在的神经胶质瘤的诊断指标 8，
为此人们也开发了专门识别该突变体的抗体用于临床诊断 9-11。到目前为止,IDH1
的突变已经在多种癌症中发现,包括神经胶质瘤 12-15，肉瘤 16,17,急性髓系白血病
18,19等等。在已知的病例中 IDH1 的突变也不仅限于精氨酸变为组氨酸，第 132
位的精氨酸突变为半胱氨酸、丝氨酸、甘氨酸、亮氨酸、缬氨酸以及谷氨酰胺的
病例也在临床上被发现。 
人体的 IDH 有三种亚型，即 IDH1、IDH2 和 IDH320。其中 IDH1 和 IDH2 是
NADP
＋依赖型的，催化脱氢反应产生 NADPH；而 IDH3 是 NAD＋依赖型的，催
化脱氢反应产生 NADH。IDH1 和 IDH2 以同源二聚体的形式存在于细胞内，而
IDH3 是由 2 个亚基、1 个亚基、1 个亚基组成的四聚体构成的功能单位。IDH1
主要定位于细胞浆和过氧化物酶体，而 IDH2 和 IDH3 则定位于线粒体 21,22。由
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
第二章材料与方法 
8 
 
于 IDH1 和 IDH2 均通过催化脱氢反应产生 NADPH，后者可被用于生成还原型
谷胱甘肽（GSH），而 GSH 是细胞内最重要的清除氧自由基（reactive oxygen 
species，ROS）的物质之一，因此 IDH1 和 IDH2 分别对细胞浆和线粒体中 ROS
的清除起重要作用。同时 IDH1 和 IDH2 的这种作用也使细胞更加耐受-射线、
UV 及化疗药物等基因毒素的刺激 20-22。IDH3 催化的脱氢反应生成 NADH，而
后者所携带的还原当量被运送到电子传递链产生能量，因此 IDH3 的主要功能是
参与经典的三羧酸循环，为机体提供能量。在肿瘤病例中，不只是 IDH1 会发生
突变，IDH2 的突变型也有发现，如：急性髓性白血病、软骨肉瘤、结肠癌、前
列腺癌以及肺癌等 16,17。 
 
1.1.2 IDH1 突变体产生 2-HG 
这使人们感到困惑，一个基础代谢的酶是如何与癌症联系到一起。有研究观
察到，IDH1 的突变导致了酶活性的下降 23。2009 年，这一领域取得了重大的突
破，研究人员发现，IDH1 突变之后，原始的生成α -KG 的能力剥夺变异,同时被
赋予了一种异常的催化活性，能够消耗 NADPH，把α -KG 转化成 2-HG24-26。含
有 IDH1 突变的肿瘤样本中检测到的 2-HG 的水平能够比对照组的肿瘤样本高出
100 倍 24。 
α -KG 作为三羧酸循环中的一个中间产物，参与了非常多的生物反应，包括
谷氨酸的合成，参与转氨基作用，NADPH 的合成，作为许多细胞内羟化反应的
底物等。α -KG 与 2-HG 在结构上极为类似，唯一的区别在于α -KG 的 C2 上的
羰基被 2-HG 上的羟基所取代 27,28。这种结构上的相似性暗示了，在许多α -KG
参与的生化反应中，2-HG 可能会成为一种竞争性抑制剂。最近的研究中，在体
外培养的 TF-1 细胞中直接添加 2-HG，会驱动细胞获得两个向癌细胞转变的特
性：维持低分化和生长因子非依赖的生长 29。Rohle 等发现了一种小分子化合物
AGI5198 能够特异性的抑制 IDH1 R132H 突变体的活性，减少 2-HG 的产生 30。
进一步的研究显示，AGI5198 能够有效的抑制含有 IDH1 R132H 突变的细胞株在
体外的生长和在重症免疫缺陷小鼠中移植瘤的生长。这些实验直接证明了 2-HG
是一个致癌的代谢产物。如上文中论述，IDH1 的突变体能够产生 2-HG，有趣的
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是，这并不是首次在人体中发现 2-HG 的积累。早先的研究发现，2-HG 脱氢酶
缺陷的病人体内，2-HG 也能够累积到一个相当高的浓度 31。让我们感到吃惊的
是 2-HG 脱氢酶缺陷的病例里，并没有癌变的症状被报道。虽然人们已经证明了
2-HG 是一个致癌的代谢产物，但是在机理上，2-HG 是如何导致癌症的发生依然
有很长的路要走。 
 
1.1.3 2-HG 致癌机理的研究 
一个对全球恶性胶质瘤的 DNA 甲基化分析发现一种被称之为 CpG 岛的高度
甲基化的表型与 IDH1 的突变密切相关 32。另外，在离体培养的细胞中导入突变
的 IDH1 基因，能够重构 CpG 岛的高度甲基化 33，这证明了 IDH1 的突变导致了
恶性胶质瘤 DNA 的 CpG 岛的高度甲基化。随后，人们发现 IDH 的突变与 TET2
的突变是互相排斥的。这暗示这两个蛋白的突变可能造成了相似的效果。TET2
是一个α -KG 依赖的酶，参与了催化 5-甲基胞嘧啶进一步氧化生成 5-羟甲基胞
嘧啶，这是 DNA 去甲基化的一个必要前提步骤。因此，TET2 的突变会造成 DNA
的高度甲基化。体外实验证明了，2-HG 缺失能够显著的抑制 TET2 的催化活性
28。骨髓移植实验证明，IDH1 的突变与 TET2 的失活同样导致了白血病的生成
25。此外，最近的文章还发现了组蛋白的去甲基化酶也是 2-HG 的靶点 34。人们
推测，IDH1 的突变可能是通过上调 DNA 与组蛋白的甲基化，从而抑制了一些
抑癌基因的表达，导致了癌症的发生（图 1.8）。 
 
图 1.1 2-HG 引起 DNA 与组蛋白高度甲基化的分子机理 
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资料来源：Ye, D.,  Cancer cell 23, 275 (2013). 
 
IDH1的突变造成 DNA与组蛋白高度甲基化的现象同样在动物模型上得到了
验证。Sasaki 等在 2012 年发表了两篇文章来阐述在 IDH1 内源基因座表达 IDH1
（R132H）小鼠的表型。在第一篇文章中描述的小鼠在造血系统中表达 IDH1 的
突变 35。这些小鼠表现出了造血系统的缺陷，包括贫血，脾肿大，以及造血功能
的缺陷。通过对 LSK 细胞 DNA 的测序分析，作者发现含有突变的 IDH1 细胞的
DNA 的 CpG 岛的甲基化要强于对照组。另外，他们还发现了组蛋白甲基化上升
的现象，特别是在 H3K4me3 和 H3K9me2 两个位点。作者还描述了中枢神经系
统中表达 IDH1 的突变的小鼠的表型 36。这些小鼠会由于在出生前后大脑出血导
致死亡。作者认为这种血管发育的异常是由于 2-HG 的产生对双加氧酶的抑制导
致的胶原蛋白的成熟受到干扰。第四型胶原蛋白是星形胶质细胞和内皮细胞之间
的基底膜的一个组件。它的成熟取决于羟基化。在 Idh1 突变小鼠中,不成熟形式
的胶原蛋白积累,使胶原蛋白不能正常分布在血管。另外，不成熟形式的胶原蛋
白的累积也会导致内质网压的加强使细胞凋亡。 
HIF1α 和 HIF2α 的蛋白水平受到了泛素化-蛋白酶体降解途径的调控。HIF
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在受到 VHL 的泛素化修饰之前必须先经过羟基化修饰，进而通过蛋白酶体途径
降解。在低氧条件下，HIF 的羟基化受到抑制而被稳定。据报道，2-HG 的产生
抑制了 PHDs 对 HIF 的羟基化修饰 23,37，从而使 HIF 稳定，蛋白水平上升。HIF
一旦被稳定，会转录激活一系列基因促进肿瘤细胞启动、增长、入侵和血管生成。
然而，最近的两个研究，却报道了相矛盾的结果，koivunen 等与 Losman 等发现
2-HG 的累积会促进 PHDs 对 HIF 的羟基化化，进而促进它的降解 29,38。目前，
IDH1 突变对 HIF 蛋白水平的调控作用还存在争议。 
有报道指出，IDH1 突变体的表达或体外直接加入 2-HG 可以维持细胞的低分
化 25,29。Saha 等发现，在肝脏中特异性的表达 IDH1/2 的突变体，会造成 2-HG
的累积，从而抑制 HNF-4α 的转录表达。HNF-4α 是肝细胞分裂与分化的一个重
要的调控因子，低水平的 HNF-4α 导致了肝祖细胞维持了低分化和快速分裂的状
态 39。 
1.2 细胞坏死 
1.2.1 简介 
细胞程序性死亡是一种由细胞内一系列基因决定并调控的自主有序的细胞
死亡方式，细胞程序性死亡有助于机体清楚不必要的细胞，对免疫系统的稳态和
免疫系统对各种刺激的应对都有很重要的作用。一般根据细胞死亡形态学上的差
异可以将其分为细胞凋亡（Apoptosis）和细胞坏死（Necroptosis）两种死亡方式
40。 
细胞凋亡的主要特征有：（1）细胞质皱缩，细胞体积变小，结构更加紧密；
（2）核染色质断裂、凝集，核酸片段化，细胞内核酸内切酶被活化，将染色质
DNA 切割为核小体大小整数倍的片段，产生不同长度的寡聚核小体片段；（3）
细胞以出芽方式形成凋亡小体，凋亡小体可迅速被周围专职或非专职吞噬细胞吞
噬；（4）整个细胞凋亡过程中细胞膜保持完整，不释放内容物，不引起炎症反应
41。 
细胞坏死的主要特征有：（1）细胞器膨胀破裂；（2）细胞核固缩，染色质
DNA 降解；（3）细胞膜通透性增大，细胞结构完全消失，细胞肿胀直至最后破
裂；（4）细胞质膜破裂，释放内含物，引起周围组织的炎症反应 41。 
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长久以来，人们认为，细胞凋亡是由细胞内一连串的蛋白精确调控的有序的
死亡方式。相反，细胞坏死却被认为是由一类由化学因素、物理因素或生物因素
等引起的被动的细胞死亡方式。然而最近的一系列研究揭示，细胞坏死也受细胞
内特定分子的精密调控，属于细胞程序性死亡的一种。 
1.2.2 TNF 介导的细胞坏死信号通路 
目前已知的可以感知细胞坏死信号的受体有肿瘤坏死因子受体 TNFR、Fas、
Toll 样受体 TLRs（Toll-like receptors）以及病毒 DNA 和 RNA 的受体等，其相应
的配体，如肿瘤坏死因子 TNF（Tumor necrosis factor-α）、FasL、脂多糖 LPS 
（Lipopolysaccharide）及病毒 RNA 等可以和相应受体结合，诱导细胞坏死 42-44.。
在引起细胞坏死的众多机制中，TNF 引起的细胞坏死是目前研究最多且最透彻
的细胞坏死模型。 
TNF 诱导的细胞坏死是由 TNF 与其受体 TNFR 结合，引起 TNFR 发生寡聚
化而形成同源三聚体，同时 TNFR 的胞内结构域发生构象变化，募集一系列蛋白
共同组成复合体Ⅰ（complex Ⅰ）。复合体Ⅰ包括肿瘤坏死因子 1 型受体相关的
死亡结构域蛋白（TNFR1 associated death domain protein，TRADD）、RIP1(Receptor 
interacting protein 1)、TRAF2(tumor necrosis factor receptor-associated factor)、
cIAP(cellular inhibitor of apoptosis proteins)等蛋白。复合体Ⅰ形成后会从细胞膜上
脱落，TRADD 和 RIP1 会募集 Caspase-8 和 FADD 形成新的复合体Ⅱ，复合体Ⅱ
包括去泛素化的 RIP1、Caspase-8、TRADD 和 FADD，复合体Ⅱ可以通过被激活
的 Caspase-8 诱导细胞凋亡。Caspase-8 会抑制 RIP1 和 RIP3，因此当细胞内存在
RIP3 且 Caspase-8 受抑制的情况下，FADD 和 RIP1 会募集 RIP3，从而形成复合
体Ⅱb（complex IIb）调控细胞坏死 45。执行细胞死亡的几个关键复合体的转换
见图 1.1.1。 
 
图 1.2 TNF 诱导下形成的复合体Ⅰ、复合体Ⅱ和复合体Ⅱ
b
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（资料来源：Han J., Nat Immunol, 2011） 
 
1.2.3 TNF 介导的细胞坏死信号通路中的关键蛋白 
在细胞死亡领域中之前一直存在着一个问题，即同种刺激在不同细胞中可以
引起不同的死亡方式。例如，D.W. Zhang 等人发现，TNF 会引起两株不同来源
的 NIH-3T3 细胞发生不同方式的细胞死亡。不表达 RIP3 的 A 细胞只能发生细胞
凋亡，而表达 RIP3 的 N 细胞却能发生细胞坏死。此外在敲低了 RIP3 表达量的
N 细胞中，细胞坏死的现象会被抑制。同时，在不表达 RIP3 的 A 细胞中回补
RIP3 蛋白，则细胞坏死可以发生。因此，RIP3 是细胞坏死中的关键分子，并且
也是决定细胞的死亡方式走向细胞凋亡还是细胞坏死的关键分子开关 44。 
在 2012 年，Sun 和 Zhao 等人共同发现 MLKL(Mixed Lineage Kinase 
Domain-Like Protein)是 RIP3 下游介导细胞坏死的关键效应蛋白。Sun 等人通过
大规模的药物筛选找到了一种可以有效抑制细胞坏死的药物 NSA，并通过免疫
共沉淀和质谱鉴定的方法找到了 NSA 的作用靶点——MLKL46。缺失 MLKL 的
细胞无法执行细胞坏死，但 RIP1 和 RIP3 依然可以相互作用，因此证明了 MLKL
位于 RIP3 的下游。在细胞坏死的过程中，RIP3 可以募集 MLKL，并通过磷酸化
MLKL 的 T357 和 S358 位点激活 MLKL，赋予 MLKL 介导细胞坏死的能力。 
虽然 MLKL 作为 RIP3 下游的关键分子参与细胞坏死的功能已被证实，但关
于 MLKL 下游如何执行细胞坏死的机制还存在很大的争议。Chen47 等人认为，
MLKL 被激活后会发生四聚化并转移至细胞膜，引起钠离子大量内流、细胞渗透
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